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(57) Abstract 

In a procedure for quantitative optical analysis of fluorescently-labelled biological 
cells (5) a cell layer is appplied to a transparent carrier at the base (2) of a reaction 
vessel (1) so that it is in contact with the solution (3) containing the fluorescent dye 
(4). The sensitivity of the determination may be significantly improved by adding 
to the solution (3) a masking dye (9), which absorbs the exciting light (6) for the 
fluorescent dye (4) already present in the solution (3) and/or its emitted light (7), and/or 
by applying an interlayer (10) that is permeable to the solution but absorbs and/or 
reflects the exciting light (6) or the emitted light (7) to the cell layer at the base (2). 
The same procedure may be used to improve sensitivity in quantitative optical analysis 
of a luminescent biological cell layer. In the latter case the interlayer (10) should be 
composed so that is possesses a high reflection factor with respect to luminescent light 
(H). Analogously, these procedural principles may also be applied in receptor studies 
to mask disturbing background radiation in quantitative optical analysis of fluorescently- 
or luminescently-labelled participants in a reaction. In this case a receptor layer (12) is 
placed at the base (2) of a reaction vessel (1) in contact with a solution (supernatant 3) 
in which a fluorescent or luminescent ligand (13) has been dissolved. The sensitivity 
and accuracy of the determination may be significantly improved if a masking dye (9) 
which absorbs the exciting light (6) for the fluorescent dye and/or its emitted light or 
(in case of luminescent ligands) the luminescent light is added to the supernatant (3). 
An interlayer (10) that is permeable to the solution (3) but absorbs and/or reflects the 
exciting light (6) and/or the em itteH light or the luminescent light may be applied to 
the cell or receptor layer (12) at the base (2) instead of the masking dye in the solution 
(3) or possibly as a supplementary measure. 




(57) Zusammenfassung 

Bei eincm Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von fluoreszenzmarkierten biologischcn Zellen (5) steht eine Zcllschicht 
auf cincm iransparenten TrSger am Bodcn (2) eines ReaktionsgefaBes (1) mit einer den Fluoreszenzfarbstoff (4) enthaltenden Lttsung (3) 
in Kontakt. Die Empfindlichkeit des analytischen Nachweises .kann erheblich vcrbessert werden, wenn dcr LOsung (3) zusiltzJich zu dem 
bereits vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff (4) ein Maskierungsfarbstoff (9) hinzugegeben wird, wclcher das Anregungslicht (6) fur den 
Fluoreszenzfarbstoff (4) und/oder sein Emissionsiicht (7) absorbiert und/oder wenn auf die Zellschicht am Boden (2) eine fur die Losung 
durchlfissigc, das Anregungslicht (6) oder das Emissionsiicht (7) absorbierende und/oder reflektierende Trennschicht (10) aufgebracht wird. 
Dieses Verfahren kann auch zur Verbesserung der Empfindlichkeit bei der quantitativen optischen Analyse einer lumineszenten biologischcn 
Zellschicht angewandt werden. Die Trennschicht (10) muB in diesem Fall so beschaffen sein, daB sic ein hones Reftexionsvermogen fOr 
das Lumineszenzlicht (11) besitzt. In analogcr Weisc konnen diese Verfahrensprinzipicn auch bei Rczeptorstudien zur Maskierung der 
storenden Hintergrundstrahlung bei der quantitativen optischen Analyse von Fluorcszenz- oder Lumineszenz-markierten Reaktionspartnem 
angewendet werden. In diesem Fall stcht eine Rezeptorschicht (12) am Bodcn (2) eines ReaktionsgefaBes (I) mit einer Losung (Uberstand 
3) in Kontakt, in der ein fluoreszierender oder lumineszierender Ligand (13) gelost ist. Die Emptindlichkeit und Genauigkeit des 
analytischen Nachweises kdnnen da bei erheblich verbessert werden, wenn dem Uberstand 3 ein Maskierungsfarbstoff (9) hinzugegeben 
wird. welcher das Anregungslicht (6) fOr den Fluoreszenzfarbstoff und/oder sein Emissionsiicht oder (im Fallc von lumineszenten Liganden) 
das Lumineszenzlicht absorbiert. Anstelle des Maskiemngsfarbstoffes in der Losung (3) oder ggf. als zusatzliche MaBnahme kann auf die 
Zell- bzw. Rezeptorschicht (12) am Boden (2) eine filr die Losung (3) durchlassige, das Anregungslicht (6) und/oder das Emissionsiicht 
bzw. das Lumineszenzlicht absorbierende und/oder reflektierende Trennschicht (10) aufgebracht werden. 
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Maskierung der Hintergrundfluorcszcnz und -Inmineszenz bei der optischen 
Analyse hiologisch medizinischer Assays 

5 

Die Erfindung geht aus von einem Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von 
fluoreszenzmarkierten biologischen Zellen, die mit einer Fiuoreszenzfarbstofflosung in 
Kontakt stehen oder von lumineszenten Zellen, die in Form einer zusammenhangen- 
den Zellschicht auf einem transparenten Trager am Boden eines Reaktionsgefafles 

10 aufgebracht sind, oder auch von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Reak- 
tionspartnern in einer Losung, in der ein fluoreszierender oder lumineszenter Ligand 
gelost ist, wobei die Losung mit einer fur diesen Ligand spezifischen, am trans- 
parenten Trager am Boden des ReaktionsgefaB befindlichcn Rezcptorschicht in Kon- 
takt steht, deren fur die Rezeptor-Liganden Bindung charakteristische Fluoreszenz- 

15 oder Lumineszenzstrahlung durch den transparenten Boden hindurch erfaBt und aus- 
gewertct wird. 

Ein Problem bei der Fluoreszenzmessung in biologisch medizinischen Assays besteht 
haufig darin. daB die mit der biologischen Zeliaktion korrelierten Fluoreszcnzan- 
20 derungen klein gegeniiber der unspezifischen Hintergrundfluoreszenz sind. Dadurch 
wird das Auflosungsvermbgen stark eingeschrankt. Herkommliche kommerzielle 
Mefisysteme (Fluoreszenzreader, Fa. Dynatech bzw. SLT) konnen das Problem nicht 
losen, weil durch ihre optischen MeBanordnung (Anregung \on oben' durch die 
fluoreszente Fliissigkeitssaule des Oberstands) das Signal im Vergleich zum Hinter- 
25 grund kaum detektiert werden kann. Gerate neuerer Konstruktion (Fa. Labsystems), 
die die Zellen von der Ruckseite durch den transparenten Trager des Reaktions- 
gefaBes beleuchten, haben zwar den Vorteil, daB bei Eintritt des Anregungslichts die 
Zellen zur Fluoreszenz angeregt werden. Da das Anregungslicht aber weiter in den 
ebenfalls fluoreszenten Oberstand eintritt, laBt es sich nicht vermeiden, daB das 
4 30 unspezifische Hintergrundsignal das Zellsignal verfalscht. Selbst sehr aufwendige 
Mefisysteme (Fa. NovelTech, FLIPR: Flurescence Imaging Plate Reader) konnen mit 
einer speziellen Laser-Beleuchtungsgeometrie (Anregung unter ca. 45°) diese Hinter- 
grundfluoreseszenz nur vermindern. Grund fur das Scheitern aller Problemlosungs- 
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versuche iiber die MeBgeometrie ist dcr Umstand, daB hieniber die eigentliche 
Ursache fur die Hihtergrundfluoreszenz nicht entscheidend beeinfluBt werden kann. 

Bei den bisher durchgefiihrten Rezeptor-Bindungstudien mit Fluoreszenz- oder 
5 Lumineszenz-markierten Liganden muB der jeweils markierte und nicht gebundene 
Anteil durch waschahnliche Vorgange entfernt werden. Viele Beschichtungen sind 
jedoch empfindlich fur diese Waschschritte. AuBerdem ist das Entfernen des unge- 
bundenen Liganden mit einem betrachtlichen Aufwand verbunden. Die direkte Mes- 
sung der Rezeptor-Ligand Assoziation bzw. Dissoziation ist bei diesem Verfahren 
10 nicht moglich. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Empfindlichkeit der optischen Analyse 
von fluoreszenzmarkierten oder lumineszenten Zellen in einem zellularen Assay zu 
verbessern, urn z. B. moglichst geringe Membranpotentialanderungen auf der Basis 

15 von Fluoreszenzanderungen potentiaisensitiver Farbstoffe messen zu konnen. Dabei 
soil die Empfindlichkeit des MeBsystems so hoch sein, daB sich Potentialanderungen 
unter 5 mV mindestcns qualitativ nachweisen lassen. Im Falle von lumineszenten 
Zellen soil eine Steigerung in der Detektion des Lumineszenzsignals erreicht werden. 
AuBerdem soil die Methode fur ein Screening mit hohem Probendurchsatz geeignet 

20 sein. 

Weiterhin liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, Rezeptor-Bindungsstudien auf 
der Basis von Fluoreszenz- bzw. Lumineszenz-markierten Liganden bzw. Rezeptoren 
zu vereinfachen und eine kontinuierliche Messung der Rezeptor-Bindungsinteraktion 
25 (Kinetik) zu ermbglichen. Durch die Reduzierung der erforderlichen Verfahrens- 
schritte soil diese Methode insbesondere fur ein Screening mit hohem Durchsatz und 
fur diagnostische Anwendungen geeignet sein. 

Die geforderte hohe Auflosung bei geringen Membranpotentialanderungen konnte erst 
30 erzielt werden, nachdem die Ursache fur die storende Uberlagerung der un- 
spezifischen Hintergrund- und der spezifischen Fluoreszenz der Zellen beseitigt wer- 
den konnte. Das hierzu entwickelte erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der 
grundsatzlich neuen Idee, die Anregungsenergie und die nicht von dem biologischen 
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Objekt stammende Fiuoreszenz zu maskieren. Hierzu wird neben dem Fluoreszenz- 
farbstoff ein weiterer FarbstofF hinzugefugt, der das Anregungslicht des Fluoreszenz- 
farbstofts und/oder dessen Emissionslicht vollkommen absorbiert, ohne die Fiuor- 
eszenz der Zellen zu beeinflussen. Durch diese Absorption wird erreicht, daB das 
5 unspezifische Hintergrundsignal maskiert und das Zell-Nutzsignal mit einer bisher 
nicht mbglichen Auflosung detektiert werden kann. 

Eine im Rahmen der Erfindung iiegende Alternativlosung besteht darin, daB auf die 
Zellschicht eine fur die Losung durchlassige Trennschicht aufgebracht wird, die das 
10 Anregungslicht fur den Fluoreszenzfarbstoff und/oder sein Emissionslicht absorbiert 
und/oder reflektiert, ohne die Zelleigenschaften negativ zu beeinflussen. Dabei wird 
die Dicke der Trennschicht so gewahlt, daB im Losungsansatz mit dem Fluoreszenz- 
farbstoff aber ohne die Zellen keine Fiuoreszenz mehr nachweisbar ist. 

15 Eine weitere Variante der Erfindung besteht darin, dafi die Methode der erfindungs- 
gemaBen Trennschicht auch zur Empfmdlichkeitssteigerung bei der quantitativen 
optischen Analyse von lumineszenten (selbstleuchtenden) biologischen Zellen verwen- 
det wird, die in Form einer zusammenhangenden Zellschicht auf einem transparenten 
Trager aufgebracht sind. Zu diesem Zweck werden die optischen Eigenschaften,der 

20 fur die Losung durchlassigen Trennschicht so gewahlt, dafl sie das Lumineszenzlicht 
moglichst stark reflektiert, ohne die Zelleigenschaften negativ zu beeinflussen. Auf 
diese Weise kann die Lumineszenzintensitat und damit der MeBeffekt betrachtlich 
erhdht werden. 

25 Das erfindungsgemaBe Verfahren kann in ganz analoger Weise zur quantitativen 
optischen Analyse von Fiuoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Reaktionspartnern 
in einem mit einer Losung gefullten ReaktionsgefaB herangezogen werden, wobei der 
fluoreszierende oder lumineszente Ligand in geloster Form vorliegt und die Losung 
mit einer fur diesen Ligand spezifischen, auf einem transparenten Trager am Boden 

30 des ReaktionsgefaB aufgebrachten oder sich darauf absetzenden Rezeptorschicht in 
Kontakt steht, deren fur die Rezeptor-Liganden Bindung charakteristische Fiuor- 
eszenz- oder Lumineszenzstrahlung durch den transparenten Boden hindurch erfafit 
und ausgewertet wird. In diesem Fall beruht die erfindungsgemaBe Losung der oben 
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beschriebenen Aufgabe darauf, daO der sich im Uberstand, d.h. in Lbsung befindliche 
freie Ligand und dessen unspezifische Fluoreszenz oder Lumineszenz durch einen 
zusatzlichen FarbstofF und/oder durch eine diffiis absorbierende oder reflektierende 
Trennschicht maskiert wird und damit die Ursache fur die stbrende Oberlagerung der 
5 unspezifischen Hintergrund- und der spezifischen Fluoreszenz der Liganden in der 
Lbsung beseitigt wird. Da auf diese Weise der nicht gebundene Ligand maskiert wird, 
stellt die gemessene Fluoreszenz oder Lumineszenz ein direktes Mafl fur die Inter- 
aktion Ligand-Rezeptor dar. Sie kann bei diesem Verfahren zeitlich aufgelbst direkt 
gemessen werden. 

10 

Gegenstand der Erfindung ist also bei Rezeptorstudien in Analogie zu dem oben 
beschriebenen Verfahren eine Verfahrensvariante, bei der der Lbsung ein Maskie- 
rungsfarbstoff hinzugefugt und/oder auf die Rezeptorschicht eine fur die Lbsung 
durchlassige Trennschicht aufgebracht wird, wobei die optischen Eigenschaften des 

1 5 Maskiemngsfarbstoffs und/oder der Trennschicht so gewahlt werden, da(3 das Anre- 
gungslicht fur den FluoreszenzfarbstofF des in der Lbsung vorhandenen Liganden 
und/oder sein Emissionslicht oder sein Lumineszenziicht von der Lbsung oder der 
Trennschicht absorbiert oder an der Trennschicht reflektiert wird. Dabei wird die 
Dicke der Trennschicht so gewahlt, daB im Lbsungsansatz mit dem Fluoreszenzfarb- 

20 stofF, aber ohne die Rezeptorschicht, keine Fluoreszenz mehr nachweisbar ist. 

Vorzugsweise besteht die Trennschicht aus polymeren Latexkugelchen (z.B. Poly- 
styrol, Polyurethan, Butadien Acrylnitril). Die Latexkugelchen kbnnen dabei auch mit 
einem MaskierungsfarbstofF gefarbt sein, der in diesem Fall eine hinreichend grofle 
25 Polymeranfarbbarkeit aufwetsen muB. 

Bei dem zuerst erwahnten Verfahren soli sich der MaskierungsfarbstofF mbglichst gut 
in der Lbsung, die auch den FluoreszenzfarbstofF in gelbster Form enthalt, verteilen. 
Da das Lbsungsmittel in der Regel Wasser ist, wird zweckmallig ein Maskierungsfarb- 
30 stofF eingesetzt, der eine gute Wasserlbslichkeit besitzt (>2g/ml) und: keineszelltoxi- 
schen NebenefFekte aufweist. 
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Gemafl einer Weiterentwicklung der Erfindung wird nach dem Austausch des einen 
Fluoreszenzfarbstoff enthaltenden Uberstandes durch eine Fluoreszenzfarbstoff-freie 
Losung ein weiterer Maskierungsfarbstoff zugegeben, weicher eine unspezifische 
Fluoreszenz an der ReaktionsgefaBwand unterdriickt. 

5 

Mit der Erfindung werden folgende Vorteile erzielt: 

Das beschriebene neue Verfahren ist nicht an ein bestimmtes MeBsystem gebunden, 
sondern kann, weil es keine spezifisch technische Losung darstelit, von vielen handels- 
ubiichen Geraten benutzt werden. Hierzu zahlen praktisch alle Fluoreszenzreader, die 

10 transparente ReaktionsgefaBe z.B. Mikrotiterpiatten von der Unterseite her beleuch- 
ten und auch messen konnen. Mit einem sehr geringen Auftvand (minimale Zusatz- 
kosten nur fur die speziellen AbsorptionsfarbstofFe) wird es hierdurch erstmals mog- 
lich, in einen Auflosungsbereich z.B. bet der Messung von Potentialanderungen in 
Zellmembranen durch Messung der Fluoreszenzanderung potentialsensitiver Fluor- 

15 eszenzfarbstoffe vorzudringen, der bisher unerreicht war. Erstmals wird es moglich, 
auch bei sehr kleinen Anderungen einen direkten Vergleich der Ergebnisse aus ver- 
schiedenen ReaktionsgefaBen (z.B. verschiedenc Vertiefungen in einer Mikrotiter- 
platte) durchzufuhren, so daB auf das aufwendige Verfahren der Bestimmung der rela- 
tiven Andeaing in einem ReaktionsgefaB verzichtet werden kann. Dadurch verringert 

20 sich die Anzahl der zu erfassenden MeBwerte z.B. fur Kinetikmessungen. Der 
zeitliche Aufwand fur ein MeBprogramm wird deutlich reduziert und die Mdglichkeit 
geschafFen, durch eine simple Einzelmessung (z.B. Endpunktbestimmung) unter 
Verwendung des Bezugs auf einen getrennten Koniroilansatz gieiche Resultate zu 
erhalten. Die hierbei geforderte Uniformitat des biologischcn Ansatz (z.B. homogene 

25 Zellschicht) ist z.B. fur Mikrotiterpiatten im allgemeinen gegeben. 

Uberraschenderweise zeigte die Anwendung verschiedener wasserloslicher FarbstofFe 
und auch deren Mischungen in den verschiedensten getesteten Zellen keine negative 
Auswirkung auf die Physiologie der Zellen (z.B. Reaktion der Zellen im Vergleich zu 
30 elektrophysiologischen Messungen wie Whole-cell-patch-clamp t bzw. Effekte der 
untersuchten Pharmaka). Auch der Einsatz von unloslichen Farbpigmenten bzw, anor- 
ganischen feinveneilten Teilchen wurde erstaunlich gut von den biologischen Objek- 
ten toleriert. 
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Durch das beschriebene einfache Verfahren der Maskierung der Hintergrundfluor- 
eszenz bei der quantitativen Fluoreszenzmessung in biologisch medizinischen Assays 
verbunden mit einer Steigerung der Empfindlichkeit z. B. beim Einsatz von potential- 
5 sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen und die Adaptionsfahigkeit dieses Verfahrens z.B. 
auf Mikrotiterplatten als ReaktionsgefaBe wird der Einsatz solcher MeBtechniken das 
High-Throughput-Screening wesentlich vereinfachen, zumal zur Realisierung der ge- 
schilderten Vorteilc kein crhbhter technischer Aufwand notwendig ist. sondern vor- 
handene kommerzielle MeBgerate dazu ausreichen. 

10 

Bei Rezeptor-Liganden Studien liegt der erfindungswesentlichc Vorteil darin. daB es 
aufgrund der Maskierung der unspezifischen Fluoreszenz bz\v. Lumineszenz nicht 
mehr erforderlich ist, den nicht gebundenen Anteil der Liganden zu entfernen. 
Dadurch werden die Testverfahren erheblich vereinfacht, Beschadiguncen und Zer- 

15 storungen der empfindiichen Beschichtungen bzw. der biologischen Objekte wie z.B. 
Zellen, vermieden und die Empfindlichkeit und damit auch die Genauigkeit der 
Messung verbessert. Durch die Verwendung von Mikropartikeln kann die nutzbare 
Oberflache zur Beschichtung von Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Ligan- 
den wesentlich vergroBert werden. Durch geeignete MaBnahmen, z.B. hbhere spezi- 

20 fische Dichte bzw. die Verwendung von magnetisierbaren Partikeln. kann erreicht 
werden. daB sich die Mikropartikel am tranparenten Trager absetzen und anreichern. 
Auch in diesem Fall wird die Fluoreszenz bzw. Lumineszenz der nicht gebundenen, im 
Oberstand befindlichen Liganden durch die Maskierung wirkungsvoll unterdniickt. 

25 Da die Interaktion zwischen dem Liganden und dem Rezeptor nicht durch das Ent- 
fernen des ungebundenen Anteils unterbrochen weden muB, kann auf diese Weise 
sogar in einem einzelnen Reaktionsansatz eine kontinuierliche Messung der Inter- 
aktion zwischen Ligand und Rezeptor (Kinetik) erfblgen. 
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Im Folgenden wird die Erfindung an Hand von Ausfuhrungsbeispielen und Zeich- 
nungen naher erlautert: Es zeigen: 

Fig. 1 ein Reaktionsgefafl fur einen Fluoreszenzassay nach dem Stand der Technik 

Fig. 2 die Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay 
mit einem Maskierungsfarbstoff im Uberstand 



Fig. 3 die spektraie Anregung und Emission fur einen Verteilungsfarbstoff und die 
spektrale Absorption des Maskierungsfarbstoffes 

Fig. 4 die ortsabhangige Zellfluoreszenz ohne Maskierungsfarbstoff 

Fig. 5 die ortsabhangige Zellfluoreszenz mit Maskierungsfarbstoff 

Fig. 6 die Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz bei einem . Fluoreszenzassay 
mit Hilfe einer Trennschicht 

Fig. 7 die Verstarkung der Lumineszenz durch Ruckreflexion an einer Trennschicht 

Fig. 8 die Wandfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay nach dem Stand der Technik 

Fig. 9 die Unterdriickung der Wandfluoreszenz bei einem Fluoreszenzassay mit Hilfe 
eines Maskierungsfarbstoffes und 

Fig. 10 die Unterdriickung der Hintergrund-fluoreszenz oder lumineszenz bei einem 
Fluoreszenz- oder Lumineszenzassay zur Untersuchung von Rezeptor-Ligan- 
denbindungen mit Hilfe eines Maskierungsfarbstoffs im Uberstand 



In Fig. 1 ist ein Reaktiongefafl 1 fur ein Fluoreszenzassay mit einem transparenten 
Boden 2 dargestellt. In dem ReaktionsgefaB 1 befindet sich eine Fluoreszenzfarbstoff- 
losung 3, in der die Fluoreszenzfarbstoffmolektile 4 schematisch angedeutet sind. Die 
Losung 3 wird auch als Uberstand bezeichnet. Auf dem transparenten Boden 2 sind 
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die zu untersuchenden biologischen Zellen auf einem transparenten Trager ange- 
ordnet. Durch den Boden 2 wird Licht (Anregungslicht) 6 eingestrahlt, um die Zellen 
5 zur Fluoreszenz anzuregen. Dem von den Zellen 5 ausgestrahlten Fluoreszenzlicht 7 
ist eine Hintergrundfluoreszenz-Strahlung 8 uberlagert, die von den ebenfalls ange- 
regten Fluoreszenzfarbstoffmolekulen 4 im Oberstand 3 herruhrt. Fur die biologisch- 
analytische Untersuchung und Auswertung der Zellen 5 ist aber nur das Fluoreszenz- 
licht 7 mafigebend. Da aber bei alien bekannten Fluoreszenz-Analysegeraten die 
Hintergrundfluoreszenz 8 mit erfaflt wird, gehen kleine Fluoreszenzunterschiede der 
Zellen 5 vor der starken Hintergrundfluoreszenz 8 untcr, was zu einem deutlichen 
Empfindlichkeitsverlust fuhrt. 

Dieser Nachteil kann durch das erfmdungsgemafle Verfahren nach Fig. 2 dadurch 
vermieden werden, daB die Hintergrundfluoreszenz durch einen Maskierungsfarbstoff 
im Oberstand 3 unterdriickt wird. Die in Fig. 1 vorhandene Hintergrundfluoreszenz 8 
wird gem. Fig. 2 vollstandig im Oberstand absorbiert. Der zu dem Oberstand 3 hinzu- 
gefugte Maskierungsfarbstoff (schematisch mit 9 bezeichnet) kann entweder in ge- 
loster Form oder in fein verteilter disperser Phase (farbpigmentierte Systeme) vorlie- 
gen. Bevorzugt werden jedoch losliche Farbstoffe eingesetzt, weil hier die Zugabe 
besonders einfach mit Hilfe einer Pipette erfolgen kann und weil im Gegensatz zu 
einem Pigment-System die physikalischen Einfliisse der TeilchengroBenverteilung und 
von Sedimentationsprozessen und SchichtdickenunglcichmafJigkeiten nicht benick- 
sichtigt werden mtissen. 

An die Eigenschaften eines derartigen Farbstoffs werden folgende Anforderungen 
gestellt: 

bei Verwendung eines loslichen Absorptionsfarbstoffes gute Wasserloslichkeit 
fur den Einsatz in biologischen Assays 

keine Membrangangigkeit des Farbstoffs, um eine Anfarbung der Zellen zu 
vermeiden 
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hohe spezifische Absorption im Excitations- und/oder Emissions-Wellenlan- 
genbereich des FluoreszenzfarbstofFes 

keine toxischen Nebeneffekte (Vermeidung von Zellschadigungen) 

5 

Als gute Wasserloslichkeit wird eine Loslichkeit von >2 mg/ml angesehen. Die Zell- 
toxizitat kann mit Hilfe bekannter Testverfahren (z.B. Zytotoxizitatstest) bestimmt 
werden. Fig. 3 zei# die optischen (spektralen) Eigenschalten eines Fluoreszenz- und 
eines MaskierungsrarbstofFes in einem Diagramm. Die Kurve A zeigt die spektrale 

10 Verteilung des Anregungslichtes, die Kurve B die spektrale Veneiiung des emittierten 
Fluoreszenzlichts fur den handelsiiblichen Verteilungsfluoreszenz-Farbstoff Bis-(1,3- 
dibutyIbarbituricacid)trimethaneoxonoI (Dibac 4 (3)) und die Kurve C die spektrale 
Transmission (Absorptionsspektrum) des verwendeten MaskierungsfarbstofFs (Bril- 
liant Black BN, C.I. 28440, Food Black 1, z.B. Sigma B-8384). Man erkennt, daB der 

15 Maskierungsfarbstoffim Wellenlangenbereich dcr Anregung und Emission des Fluor- 
eszenzfarbstoffs fast vollstandig absorbiert. 

Die Kontrastverbesserung bzw. Empfindlichkeitssteigerung laBt sich noch besser an 
Hand der Figuren 4 und 5 verstehen. Zur Demonstration dcr Wirkung des Maskie- 

20 rungsfarbstoffs auf die unspezifische Hintergrundfluoreszenz wurden zwei Videoauf- 
nahmen von dem gleichen Bildausschnitt vor und nach Hinzufugen von 100 mg/ml des 
loslichen MaskierungsfarbstofFes Brilliantschwarz in Anwesenheit des potential- 
sensitiven FluoreszenzfarbstofFes Dibac 4 (3) (5 mM) gemacht. Beide Male wurden die- 
selbe Videozeile bildanalytisch ausgewertet und die beiden Fluoreszenzintensit&tspro- 

25 file uber die identischen Ausschnitte im ReaktionsgefaB dargestellt. Der Bereich Z 
entspricht dabei dem Bereich, in dem sich die Zellschicht, d.h. die biologische Probe 
befindet, wahrend rechts davon in der Zone 0 zum groBten Teil das vom Uberstand 
herkommende Fluoreszenzsignal gemessen wird. Der MeBbereich des Aufhahme- 
systems (8 bit) liegt zwischen 0 (schwarz) und 255 (weiB). Fur die unmaskierte Auf- 

30 nahme ergibt sich ein Kontrastverhaltnis von ca. 1:3,6 (Intensitatsverhaltnis der dun- 
kelsten und hellsten Bildanteile) und im Falle der maskierten Aufnahme ein Kontrast- 
verhaltnis von ca. 1 : 14,4. Das entspricht einer Kontraststeigening urn den Faktor 4. 
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Eine alternative Moglichkeit, das Verhaltnis von Nutz- zu Hintergrundsignal zu ver- 
bessern, besteht gemafi Fig. 6 in einer Oberlagerung der Zellschicht mit einer fein- 
teiligen optischen Trennschicht 10. Die Trennschicht 10 besteht zweckmafiig aus 
einem feinteiligen anorganischen Weilipigment, wie z.B. Ti02 oder A1 2 0 ? . Hierdurch 
5 wird nicht nur die Hintergrundfluoreszenzstrahlung aus dem Oberstand 3 abgeschirmt, 
sondern auch die meflbare Grofie der Zellfluoreszenz durch Reflexion an den anorga- 
nischen Teilchen verstarkt. 

Alternativ kann die Trennschicht aus polymeren Latexkiigetchen mit einem Durch- 
10 messer vorzugsweise im Bereich von 200 run bis 5 mm bestehen. Geeignete Polymere 
sind z.B. PolystyroL Polyurethan, Butadien Acrylnitril. Die Latexkiigelchen konnen 
auch mit einem geeigneten Maskierungsfarbstoff angefarbt werden, fur den die glei- 
chen Kriterien gelten, wie fur den der Losung zugefugten Absorptionsfarbstoff (s. 
oben). Eine geeignete Farbstoffklasse sind z.B. ^Resoline. 

15 

In Lumineszenz-Assays (selbstleuchtende Zellen) besteht grundsatzlich die Anfor- 
derung, die spezifische sehr geringe Lichtintensitat einer biologischen Zelle mit hoher 
Empfindlichkeit zu detektieren. Durch Einbringen einer reflektierenden Trennschicht 
10 gemafi Fig. 7 kann, analog zur Methode der Unterdruckung der Hintergrundfluor- 
20 eszenz (gem. Fig, 6), das Lumineszenzsignal der biologischen Zellen verstarkt wer- 
den. Hierbei werden Strahlungsanteile 1 1 des ungerichteten Lumineszenzlichtes in 
Richtung des Detektors reflektiert und erhohen so das spezifische MeBsignal 

Bei einer Vielzahl anderer fluoreszenter Testverfahren an biologischen Zellen ist es im 
25 Gegensatz zu Verteilungsfarbstoffen moglich, den Fluoreszenzfarbstoff nach Anfar- 
bung der Zellen durch Losungswechsel aus dem Oberstand zu entfemen. Der Fluor- 
eszenzfarbstoff FURA2- AM wird z.B. nach Eindringen in die Zelle in den freien Farb- 
stoff gespalten und verliert hierbei seine Zellmembranpermeabilitat Dadurch kommt 
es zu einer Anreicherung des impermeablen FluoreszenzfarbstofFes in der Zelle. In 
30 diesem Fall kann der fluoreszente Oberstand 3 durch eine Fluoreszenzfarbstoff-freie 
Losung 3a ausgetauscht werden, ohne die spezifische Zellfluoreszenz zu verandern. 
Die unspezifische Hintergrundfluoreszenz des Uberstandes wird auf diese Weise 
entfemt. FURA2-AM farbt jedoch Reaktionsgefafie nachhaltig an (Wandfluoreszenz) 
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und erzeugt so ein anderes unspezifisches Fluoreszenzsignal, das der Hintergrund- 
fluoreszenz von VerteilungsfarbstofFen vergleichbar ist. Dieser Sachverhalt ist in Fig. 
8 dargestellt. In diesem Fall geht also die Hintergrundfluoreszenzstrahlung 8 auf die 
an den GefaBwanden anhaftenden Fluoreszenzfarbstoffmolekule 4 zuriick. Durch Ein- 
bringung von Maskierungsfarbstoffen in den FluoreszenzfarbstofF-freien Oberstand 3a 
kann auch dieses unspezifische Fiuoreszenzsignal vollstandig unterdriickt werden. 

In Fig. 10 ist zusatzlich ein zu Fig. 2 analoees Ausflihrungsbeispiel dargestellt, bei 
dem die auf einem transparenten Trager am Boden 2 des ReaktionsgefaBes 1 aufge- 
brachte biologische Schicht aus Rezeptoren 12 besteht, die mit den im Oberstand 
(Losung) 3 vorhandenen, Fluoreszenz- oder Lumineszenz-markierten Liganden 13 
eine spezifische Bindung eingehen. Die gebundenen Liganden sind hier mit 14 be- 
zeichnet. Das durch den Boden 2 cingestrahlte Primarlicht 6 regt im Falle der nicht 
maskierten Losung die Fluoreszenz-markienen Liganden 13 und 14 zur Fluoreszenz 
an. Im Falle von Lumineszenz-markierten Liganden entfallt das Primarlicht 6. Analog 
zur Ausfuhrung nach Fig. 2 wird der Losung 3 wiederum ein Maskierungsfarbstoff 
beigefugt, der daflir sorgt, daB die von den ungebundenen Liganden 13 ausgehende 
Fluoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung in der Losung vollstandig absorbiert wird. 
Die am Boden 2 erfaflte Fluoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung 15, d.h, der MeB- 
effekt, geht daher ganz uberwiegend auf die an die Rezeptoren i 2 gebundenen Ligan- 
den 14 zuriick und wird nicht durch die Hintergrundstrahlung der ungebundenen 
Liganden 13 in der Losung 3 verfalscht. Das MeBsignal ist daher ein direktes Mafi for 
die St&rke der Ligand-Rezeptorbindung. Dabei liegt die Schichtdicke der Rezeptor- 
schicht im nm-Bereich, wahrend die Dimensionen des dariiber befindlichen Uber- 
standes in der GrdBenordnung mehrerer mm liegt. 

GemaB Fig. 6 und 7 kann die fur die Losung durchlassige Trennschicht 10 in ganz 
analoger Weise bei der Untersuchung von Liganden-Rezeptorbindungen zur Mas- 
kienjng bzw. Unterdriickung der Hintergnindfluoreszenz bzw. -lumineszenz einge- 
setzt werden. In diesem Fall wird die storende Hintergrundfluoreszenz bzw. -lumin- 
eszenz durch die Trennschicht 10 abgeschirmt und im Falle von lumineszenten Ligan- 
den Strahlungsanteile 1 1 des von gebundenen Liganden stammenden Lumineszenz- 
lichts in Richtung auf den Detektor reflektiert und damit das Nutzsignal verstarkt. 
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Der in klassischen pharmakologischen Rezeptorbindungsstudien hinsichtlich seiner 
Bindungsstarke zu bewertende, nicht fluoreszierende bzw. lumineszierende Reaktions- 
partner wurde hier aus GrQnden der Obersichtlichkeit nicht dargestellt. 
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Patentansnriiche 

1 . Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von fluoreszenzmarkierten bio- 
logischen Zellen (5), die in Form einer zusammenhangenden Zellschicht auf 
einem transparenten Trager am Boden (2) eines ReaktionsgefaBes (1) aufge- 
bracht sind und mit einer den Fiuoreszenzfarbstoff (4) enthaltenden Losung 
(3) in Kontakt stehen, oder von lumineszenten, biologischen Zellen in Form 
einer zusammenhangenden, auf dem transparenten Trager befindlichen Zell- 
schicht, dadurch gekennzeichnet, dafl der Losung (3) zusatzlich zu dem bereits 
vorhandenen Fiuoreszenzfarbstoff (4) ein Maskierungsfarbstoff(9) hinzugege- 
ben wird, welcher das Anregungslicht (6) fur den Fiuoreszenzfarbstoff (4) 
und/oder sein Emissionslicht (7) absorbiert und/oder daB auf die Zellschicht 
eine fur die Losung durchlassige Trennschicht (10) aufgebracht wird, die das 
Anregungslicht (6) fur den Fiuoreszenzfarbstoff (4) und/oder sein Emissions- 
licht (7) absorbiert und/oder reflektiert oder im Falle der lumineszenten 
Zellschicht das Lumineszenlicht reflektiert. 

2. Verfahren zur quantitativen optischen Analyse von Fluoreszenz- oder Lumin- 
eszenz-markierten Reaktionspartnern in einem mit einer Losung (3) gefullten 
ReaktionsgefaB (1), in der ein fluoreszierender oder lumineszenter Ligand (13) 
gelbst ist und die Losung (3) mit einer fur diesen Ligand (13) spezifischen, auf 
einem transparenten Trager am Boden (2) des ReaktionsgefaB (1) aufgebrach- 
ten oder sich darauf absetzenden Rezeptorschicht (12) in Kontakt steht, deren 
fiir die Rezeptor-Liganden Bindung charakteristische Fluoreszenz- oder 
Lumineszenzstrahlung (7,15) durch den transparenten Boden (2) hindurch er- 
faBt und ausgewertet wird, dadurch gekennzeichnet, daB der Losung (3) ein 
Maskieningsfarbstoff (9) hinzugefugt und/oder auf die Rezeptorschicht (12) 
eine fur die Losung (3) durchlassige Trennschicht (10) aufgebracht wird, wo- 
bei die optischen Eigenschaften des Maskierungsfarbstoffs (9) und/oder der 
Trennschicht (10) so gewahlt werden, daB das Anregungslicht (6) fiir den 
Fiuoreszenzfarbstoff (4) des in der Losung (3) vorhandenen Liganden (13) 
und/oder sein Fluoreszenzlicht (8) oder sein Lumineszenzlicht von der Losung 
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(3) oder der Trennschicht (10) absorbiert oder an der Trennschicht (10) re- 
flektiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet daB als Trenn- 
schicht (10) eine Schicht aus polymeren Latexkugelchen verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB die polymeren 
Latexkugelchen mit einem Maskierungsfarbstoffgefarbt sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet daB ein Maskie- 
rungsfarbstoffvervvendet wird, der eine gute Wasserloslichkeit und keine zell- 
toxischen Nebcncffektc auftveist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet daB bei einem Aus- 
tausch des einen FluoreszenzfarbstofF (4) enthaltenden Oberstandes (3) durch 
eine Fluoreszenzfarbstoff-freie Losung (3a) ein Maskierungsfarbstoff zuge- 
geben wird, welcher die unspezifische, von der angefarbten ReaktionsgefaB- 
wand ausgehende Fluoreszenzunterdriickt. 
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Fig 3 
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Fig 7 
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Fig 9 




ERSATZBLATT(REGEL26) 



WO 97/45739 



PCT/EP97/02662 



iono " 



Fig 10 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intemr *al Application No 

PCT/tP 97/02662 



A. CLASSIFICATION F SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N33/543 G01N33/53 G01N33/5O 



Aooording to International Patent Classification (IPC) or to both national clarification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched {classification system followad by of as situation •ymbota) 

IPC 6 G01N 



Documentation aaarohad other than rrwiimiirn documentation to the extent that suoh documents are included tn the fields searched 



Electronic data base consulted during tha international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indention, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 94 02642 A (APROGENEX INCORPORATED) 3 
February 1994 

see page 4, line 4 - line 18; claims 
1,10,18-23 

see page 5, line 1 - line 14 
see page 7, line 11 - line 29 



1.2 



3-6 



□ 



Further documents are beted in the continuation of box C. 



Patent f amity 



* Special categories of cited documents : 

*A* document defining the generaJ state of the art which is not 
considered ta be of particular retevenoa 
e artier document but published on or after the international 
ftitng date 

"L* document which may throw doubts on priority olaim(s) or 
which is coed to establish tha publication dale of another 
citation or other special reason (as epocrhed) 

"O* document referring to on oral disclosure, use, exhfatbon or 



"P* document pubftshed prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



*T* later document published after the international filing date 
or priority dale and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
sivontion 

*X" dooument of pertioutar relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or oartnot be considered to 
involve on inventive step when the dooument is taken alone 

"Y* ctooumertol pernor reJewartoe;^ 

cannot be considered to rnvotve on inventive step when the 
dooument b combined with one or more other such doou- 
menta, such combination being obvious to a person ■ 
in the art 

*&* dooument member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



29 September 1997 



Date of mating of the international search report 



06. 10. 97 



Name and moiing addreea of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5618 Petantloan 2 
NL • 2280 KV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040, Ti. 31 651 epo nl, 
Fox: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Van Bohemen, C 



Form PCT/lSA/210 (wcond ftheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

.formation on patent (amity numbers 



Intmr na! Application No 

PCT/EP 97/02662 



Potent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
membef(a) 



Publication 
date 



WO 9402642 A 



03-02-94 



AU 
AU 
EP 
MX 
WO 
US 



4681393 
4775193 
0662151 
9304354 
9402644 
5582982 



14-02-94 
14-02-94 
12-07-95 
31-01-95 
03-02-94 
10-12-96 



Fom> PCT/ISA/210 (paMM tan* anMlQ (JJ» 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



tntem* isles Aktennichen 

PCT/EP 97/02662 



A. KLASS1FIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 G01N33/543 G01N33/53 G01N33/5O 



Naoh dar Intemationalen Patentklaa&tfikation (IPK) odar nach dernationalan Klaaaifikation undder IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Reoherohterter Mindeitprufatoff (Klaaaif kationeaystem und KUniftkation&syrnbole ) 

IPK 6 GQ1N 



Recherchterte ab«r nicht zum Minoeatprufatoft gehorertde VerOftentlichungen, eoweit dieae unter die reoherohierten Gebiete (alien 



Wahrwnd der intafnationalan Recherehe Konauttierte alektroniaohe Ootanbank (Name dar D at en bank und evil, verwendete Suohbegriffe) 



C. ALSWESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone* Bazeiohnung dar Veroffantfichung, towait arforderlbh untar Angabe dor in Betracht kommendan Teoe 



Batr. Antpruoh Nr. 



WO 94 02642 A (APROGENEX INCORPORATED) 
3.Februar 1994 
siehe Seite 4, Zeile 4 - 
Anspriiche 1,10.18-23 
siehe Seite 5, Zeile 1 - 
siehe Seite 7, Zeile 11 



1.2 



Zeile 18; 

Zeile 14 
- Zeile 29 



3-6 



□ 



Wait era VefOttarrtliohungan eind der Fdrteatzung von Fald C zu 
on tn ah men 



m 



Siaha An hang Patentfarrelie 



* Beeoodom Kategorian von angegebanen Verofferftfiohungan 

'A' Veroffantfiohung, dia dan algametnen Stand dar Technic defrniert, 
abf nioht aJa baaondaim bedoutaam anzuaahan mX 

*E* aJtaraa Dokument, daa j ado oh a rat am odar naoh dam intemationalen 
AnmeWedatum varOffantttoht wordeo iat 

*L* VofotTeritauhurtg, dia oeatgnet 1st, •fawn Priofftataojuupruoh zweifelhafl er- 
•ohainen ru laaaen, ederduroh dia daa Vertfrentliohunge datum ainar 
anderan an Raoherahenbarioht gananntan VafOffantlnhung befegt warden 
•oil odar ola au» einem anderan baaonderan Grand azigegeoan iat (wie 
auegafuhrt) 

*0" Veforferrtliohung, dia eioh auf aire mQrKttioheOfrenbanjng, 

etna Benutzung, aine AutataXung odar and era MaBnahman bezleht 

*P a Veroffenttichung, dia vor dam IntematioaaJan AnrneWedeturn, abar naoh 
dam baanapruohtan PrioriUtedatum varoffanttioht wordan iat 



*T" SpAtere Varoftantliohung, dia naoh dam Internationale n Anmaldadatum 
odar dam Pnorttatadatum varbrfantftoht wordan iat und mil dar 
Anmaldung nioht kollidiert, ■ on dam nur zumveratandnia daa der 
Erflndung zugrundetiegenden Prinzipa odar dar ihr zugru ndetiegenden 
Theoria angegaban iat 

"X* Vefoffentiiohung von baaondarar Badautung; dia beanapruohte Erflndung 
kann aftain aufgnmd dieaar Verofrerrtiiohung nioht ais neu odar auf 
erfinoerieoher Tatigkeit baruhand betraohtet wardan 

*Y" Varoffantfiohung von baaondanK Badautung; die baanapruohta Erflndung 
kann nioht aim auf erfinderieohar Tabgkeit baruhand betraohlet 
warden, warm dia Varoffantliohung mit ainar odar mehceren andaran 
Varoffentbohungan dieter Kategone in Varbeidung gabraoht wird und 
d*eea Verbindung fur ainan Faohmann nahaeag e nd iat 

*&* Varoffantliohung, dia MSgBed deneJban Patantfamiia iat 



Datum daa Abaohlueaaa dar intarnabonaian Recnerahe 



29. September 1997 



Abaandedatum daa intamatkmafen Raoharohanbanohta 



06. 10.97 



Name und Pottamohrift dar tntarnaiionaJe Reoherohanbe horde 
Europaieohea Patentamt, P.B. 5818 Patanttaan 2 

HV Rijawtjk 
Tat. (431-70) 340-2040, Tk. 31 651 apo nt, 
Fax: (431-70) 340-3016 



BavaltmAohogter Badianatatar 



Van Bohemen, C 



Fom*letl PCT/tSA/210 (SUA 2} {Juti 1992) 



INTERNATIONALEB RECHERCHENBERICHT 

Angflban lu VtreHonUiohun^ ,dt*tur safcan PatanttamMo gahdran 



Intam talaa Aktenzeichan 

PCT/EP 97/02662 



lm Recherche nbericht 
angefOhrtea Paten Idokument 



Datum dor 
VerGffentlichung 



Mitgted(er) der 
PaUntfamilie 



Oatum der 
Ver6ffentlichung 



WO 9402642 A 



03-02-94 



AU 
AU 
EP 
MX 
WO 
US 



4681393 
4775193 
0662151 
9304354 
9402644 
5582982 



14-02-94 
14-02-94 
12-07-95 
31-01-95 
03-02-94 
10-12-96 



FormbiaM PCTflSA/210 (Anting PaMntfanWie)^ 1892} 



